cited in the European Search 
Report of EP^'^-X^/i.i^ 
Your Ref.. C2-'3oej)f7lRZ-^p^> 



(19) 



J 



(12) 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets (1 1 ) 

EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



EP 0 699 753 A2 



^tO/ vciunei iiiiL>iiUMyoiciy . 


^«^1^ int ri6- C12N 15/12 CQ7K 14/705 


CiR n'l 1QCig Patpntblatt 1996/10 


C12N 5/10, C07K 16/18, 


(21) Anmeldenummer: 95110631.9 


C12N 15/11, C12Q 1/00, 


G01N 33/50 


(22) Anmeldetag: 07.07.1995 




(84) Benannte Vertragsstaaten: 


(72) Erfinder: 


AT BE CH DE DK ES FR GB GR IE IT LI LU NL PT 


• Koepsell, Hermann, Prof Dr. 


SE 


0-97072 Wurzburg (DE) 




• Grundeman, Dirk, Dr. 


(30) Prioritat: 13.07.1994 DE 4424577 


D-69123 Heidelberg (DE) 




• Gorboulev, Valentin, Dr. 


(71) Anmelder: HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT 


D-97078 Wurzburg (DE) 


D-65929 Frankfurt am Main (DE) 




Bemerkunaen: 




The applicant has subsequently filed a sequence 




listing and declared, that it includes no new matter. 



(54) Transportprotein, das den Transport von kationischen Xenobiotika und/oder Pharmaka 
bewirkt, dafur kodierende DNA-Sequenzen und deren Verwendung 



(57) Es wurde ein Transportprotein kloniert, das in 
Leber- und Nierenepithelzellen sowie in Darmzellen vor- 
kommt und fur den Transport von kationischen Phar- 
maka und/oder Xenobiotika verantwortfich ist. Dieses 
Transportprotein wurde durch die ON A und die Amino- 



sauresequenz nSher beschrieben und es werden ver- 
schiedene Verwendungen offenbart, die insbesondere 
fur die Entwicklung von neuen Medikamenten von gro- 
f3er Bedeutung sind. 



1 GCAGGCCTGGCTW^CTGGTGACGGCCCTXCCCAGCCATCCCCACCGTGCATGATGTCCT 

Met Prol'tirVa lAspAspValLeti 

61 GGAGCAAGTTGGAGAGTTTGGCT<MrrTCCAGAAACAAG<XTTCCrGTTGCTATC^ 

9 GluClnVaLGlyGl uPheG 1 yTr pPheGl nLys G InA 1 a PheLeuLeuLeuCy sLeuI le 

121 CTCAGCTTCTIT'AGCrTCCCATCTATGTGGGCATCGTCTTCCTGGGClTCACCCC^ 

29 SerAlaSerLeuAlaProrieTyrValGlylleValPheLeuGlyPherrhrProG lyHis 

I lai TTATTGCCAGAATCCTGGGGTGGCTGAGCTGAGCCAGCGGTGTCGCTGGAGCCAGGCAGA 

49 TyrCysGlnAsnProGlyValAlaCluLeuSerClnArgCysGlyTrpSerGlnAlaGlu 

69 GluLeuAsnTyrThrvalProGlyLeuGlyProSerAspGluAlaSerPheLeuSerGln 

301 GTCCATGAGGTATCAGGTGG ACTGGAACC AC AGCACCCTI^CTt?ICTGGACCCACTGTC 

89 CysHetArgTyrGluValAspTrpAsnGlnSerThrLeuAspCysValAspProLeuSer 

361 CAGCCTCGTTGCCAACAGGAGTCAGTTCCCATTGGGCCCCTGCGAGCATGGCTGGGTATA 

109 ScrLcuValAl4A3nArgSez-GlnLeuProLeuGlyProCysGluHisClyTrpValTyr 

4 21 CGACACTCCCGGCTCCTCCATCGTCACTGAG'ITPAACCTGCTGTGTGGAGACGCC^^ 

129 AspThrProClySerSerlleValThrGluPheAsnLeuValCysGlyAspAlaTrpLys 

481 AGTCGACCTmT^AGTCCTGTCTGAACTrcGGCTTOTTCCTGGGC^ 

149 ValAspLeuPheGln SerCysValAsnLeuGlyPhePheLeuGlySerLeuValValGly 

<5 4 1 TTACATrcCAGACAGGTTK^GCCGTAAGCTCTGTCTCTTGGTGACCAOGCTGCT 

169 l^yrlleAlaXspArgPheClyArgLys LeuCysLouLouValThrThrLeuVaimirSer 
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M^xa ZZa^ (Forts.) 

601 TGTCTCCGCTCTCCTAACACCGirPGCCCCCACACTATACATCCATGTTGCTCTrTC^^ 

189 Va 1 SerGly ValLauThr A 1 ava lAl a ProAspTYrTHrserMetI^uL.ouPha Arql^u 

661 GCTGCAGCGCATGGrpCACCAAGGCCACCTCGGrPGTCOCCCTATAeCTTCATC^^ 

20 9 I^uG 1 nGlyMet Val 3erl,ysGl y aerXrpV^l SeirG I yTy rT^»r Loul IwTti rCluPlm 

721 TCTCCCCrrCTGGCTACAGGAGAACMACCGCCATTTTCTA<XACATGGCcrr^^ 

229 valGlySerGlyTyrArqArqThr'rbrAlallel^ufryrCln MctAXaPheThrVBlCly 

•781 CCTAGTCGGGCTTCCCGtSGUWCCtri'A'rOCCAO.nxrCACAC'l^GCXXri:^ 

24 9 I^uVttlClyLeiiAloGlyValAl aTyr A la I leI»ro ASpTrpArqTrpL«uCl n L.euA 1 a 

901 GTCGC1X?ITGTCCCAGAAGAGAACCACfiCGAGCrrCTCAGGJ^TAATCGACC^^ 

289 TripX^ui^uSorCXnL.ysAirqm\rThrArgAlaVolArqIl*MeeGluaXnZX«Ala<iln 

309 '^yaABnciytysVal^oPTOAlaS 

1021 AGAAAAGCGAACSTCCrrrCWTTTCKCaACCTOTTCCCCACT^ 

329 CI ul.y sAxgSarProSer PhaAl aAspLeu PheArgThr proAsnlAuArgl.yaH ioThr 

1081 CG^KTATCCTTG ATCTATCTATGtriTCTCTrrcTGCTGTGC^^ 

349 Vtt 1 1 leI.ouM«tiTy rl^uTrpPtiaSarCysAl aVa 1 LaviTyrClnC lyLeuI 1 cM a tH la 

1141 CGTGGGAGCCACAtMCGCC AACCTCTACCTGGACrrrCTTTTATTCTTCTCTC^^ 

369 Va IC 1 yAl aTnrClyAlaAgnLouTy rLcvtAop PnoPtioTyr sor Ser-L^uVo IC XuPho 



§iia :Za4 (Forts.) 

1201 CCCCCC(K»rCTTCATCATCClXUrrCACCATTGACCGCATTGGCCGC^^ 

389 pi^iAl BAlaPhe 1 1 el leLeuValThr I le AspArql leGly Xrq IleTyr ProIleAl a 

1261 CGCCTCGAATCTGCrK;ACGGaGCKywaX1\;C^^ 

409 AlaSorAsnLcuValfhrGlyAlaAlaCysI^uLeuMetllePhoIleProH laGluLett 

1331 GCACTGGTTCJUlCCTTACCCTCGCCTCTCTTCGCCCrrATGCGCC^^ 

439 HlsTiTa^uAsnValTh rl^uAlacysI^uClyAi^etGlyAlaThrlleValLeoGlu 

1381 GATGGTCTGCCTG(rrGAACCCTGACCTGTACCePACATTCATC^^ 

449 ItetValCyaLeuV ii lAsnAl aCl uLauTyrProThrPhellaArgAsnLauClyltotMat: 

1441 GGTATGCTCTCCCCroTCTGACCTCGgrCgGATCr^ 

469 ValCyaSarAlaLeuCysAspLeuGlyClyllePheThrProPhaHetVal PhcArgLeu 

1501 CATGGAAGirrTGGCAAfi«XrPGCCCCTCATTTTGTT^^ 

489 JtetSl uva ITrpCln Alal^uProI^u II eLeuPheGl y Va lI^uClyl^uThr AI acl y 

1561 GGCCATGACTCTTC1TCTCCCAGAGACCAAGGGTGT(»3C^^ 

309 AlnMetTnTl^uI^uI^uP roGluThrLysClyValAlaLeiiProGluThrlleCluGlu 

1621 AGCAGAGAACCTGGGGACGAGGAAATCAAAGGCCAAAGAAAACACGATrrACCTl^^ 
S29 Al aG ItiAsnLeuGlyAtgArgLysSerLysAl aLysGluAsnThrlleTyrLeuGlnVal 

1681 CCAAMIAGGCAAGTCCTCAAGTAOCTGACAGGGATCCTGT^^ 
549 GlnTlirClyi;.ys5«rSsrSerTlu- 

1741 CACAA A CCACCACTT GCCA CTTGkSAGGATTCCCAGAAKrcTTTGCC^ 

1801 TArEATATGCACCACCTTCCAfcATCAACTACCAACCyrAAAGXUTrrat^^ 

1861 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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Beschreibung 

Bet den Saugetieren und insbesondere beim Menschen werden kationische Pharmaka und Xenobiotika mit unter- 
schiedlicher molekularer Struktur. Katechol amine und andere endogene Kationen durch polyspezifische Transportpro- 

5 teine in der Niere und Leber ausgeschieden, die in luminal en und basolateralen Plasmamembranen lokaiisiert sind. 
Diese Transportproteine unterscheiden sich in f unktioneller Hinsicht von den bereits bekannten Monoamlntransportpro- 
teinen in neuronal en Plasmamembranen und synaptischen Vesikein und von den ATP-abhangigen Exportproteinen fur 
hydrophobe Pharmaka ("Multidrug" -Transportproteine). 

Im Rahmen der vorliegenden Erf indung wurde zunachst eine komplementare DNA-Sequenz aus Ratlennieren iso- 

10 liert. die fur ein 556 Aminos^uren langes Membranprotein kodiert, das im folgenden als 0CT1 bezeichnet wird. Dieses 
Transportprotein wirkt in der basolateralen Membran der proximalen Nierentubuli (Nierenkanalchen) und in Hepatozyten 
als Kationentransporter fur verschiedene Zielmolekule. 

Das mit 0CT1 bezeichnete Transportprotein ist nicht homolog zu irgendeinem anderen bisher bekannten Protein, 
weist eine bisher einzigartige Verteilung von hydrophoben und negativ getadenen Aminos^uren auf und wird ausschlie^- 

15 lich in Nieren, Leber und Darm gefunden. Das OCT1 -Transportprotein transportiert Kationen mit unterschiedlicher Struk- 
tur. wird durch eine Vielzahl von kationischen Substanzen mit unterschiedlicher Hydrophobizitat gehemmt und besitzt 
andere funktionelle Eigenschaften als ein schon bekanntes polyspezifisches Transportprotein ("Multidrug-Transporter"), 
welches ausschlieBlich sehr hydrophobe Substanzen transportieren kann. Das Transportprotein OCT1 wird als ein neuer 
Prototyp eines polyspezifischen Transportproteins in Saugetieren angesehen. 

20 Viele organische Kationen einschlieBlich hauf ig verwendeter Pharmaka wie Antihistaminika. Antiarrhythmika. Seda- 

tiva, Optiate. Diuretika. Zytostatika und Antibiotika werden in den Urin und in die Galle mittels aktiven Transports durch 
NIerenepithelzellen und Hepatozyten ausgeschiederi. Bei der aktiven Sekretion in der Niere werden die Kationen durch 
polyspezifische Transportsysteme in der basolateralen und luminalen Plasmamembran der proximalen Nierentubuli 
transportiert. Beide Systeme unterscheiden sich in f unktioneller Hinsicht. Die Transportproteine in der basolateralen 

25 Membran, die strukturell verschiedene Kationen wie Tetraethylammonium (TEA). N1 -Methylnicotinamid (NMN) und N- 
Methyl-4-phenylpyridinium (MPP) transportieren konnen, werden durch eine Vielzahl von strukturell unterschiedlichen 
extrazelluiaren Kationen inhibiert. Diese Transportproteine konnen durch ein im Inneren negatives Membranpotential 
und durch einen Gegentransport von intrazellularen Substraten angetrieben werden. In der luminalen Membran wurden 
zwei Transportsysteme beschrieben, die durch einen nach auBergerichteten Protonengradienten angetrieben werden. 

30 aber durch das Membranpotential nicht beeinfluBt werden. Das eine dieser Transportsysteme hat eine breite Substrat- 
spezifitat. die mit der des Kationentransportsystems in der basolateralen Membran von proximalen Nierentubuli ver- 
gleichbar ist. Aufgrund funktioneller Ahnlichkeiten wird angenommen, daB dieses polyspezifische Transportsystem der 
luminalen Membran mit dem extraneuronalen Transportsystem fur Noradrenalin im Herzen identisch ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung sind daher Tran^ortproteine. die fur den Transport von kationischen Xeno- 

35 biotika und/oder Pharmaka aus dem Blut in die Leber- oder Nieren epithelzelten oder fur den Transport von kationischen 
Xenobiotika oder Pharmaka aus dem Darm in den Blutkreislauf zustSndig sind. 

Die erfindungsgem&Ben Transportproteine sind dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Teilsequenz von wenigstens 
sieben Aminos^uren ausgewahit aus der Aminosauresequenz aufweisen, die in Figur 2ai. Figur 2a2 oder Pigur 2a3 
dargestellt ist In bevorzugter Ausfuhrungsform weist die Teilsequenz aus der Figur 2a^, 2a2 oder 233 eine LSnge von 

40 wenigstens 1 0 Aminos^uren und in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform eine Lange von wenigstens 1 4 Ami- 
nosauren auf. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sirxJ auch DNA-Sequenzen^ die fOr ein erfindungsgemaBes Transportpro- 
tein kodieren. Die erfindungsgem^Ben DNA-Sequenzen weisen eine Teilsequenz von wenigstens 21 Basen ausgewahit 
aus der in Figuren 2a 1. 2a2 oder 2a3 gezeigten Sequenz auf. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die 
45 Teilsequenz wenigstens 30 Basen und in einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wenigstens 42 Basen 
lang. 

Von besonderer Bedeutung sind die erfindungsgemaBen Transportproteine und DNA-Sequenzen in der medizini- 
schen und pharmakologischen Forschung. Mit Hilfeder erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen ist esbeispielsweise mog- 
lich, epitheliale Zellinien herzustellen, die ein erfindungsgemaBes Transportprotein permanent exprimieren. Hierzu wird 
50 mit an sich bekannten gentechnologischen Methoden die fur das Transportprotein kodierende DNA-Sequenz in einen 
geeigneten Vektor eingebaut, mit dem eine geeignete epitheliale Zellinie. die das Transportprotein bisher nicht expri- 
mierte, transformiert wird. Dadurch kdnnen Zellinien erhalten werden, die ein erf indungsgeno^Bes Transportprotein kon- 
stant exprimieren. 

Derartige epitheliale Zellinien, die die Transportproteine exprimieren. konnen zur Testung der zu enwartenden rena- 
55 len und biliaren Ausscheidung sowie der intestinalen Resorption von kationischen Pharmaka und/oder Xenobiotika in 
vitro eingesetzt werden, Mit Hilfe derartiger Zellinien kann also bereits in vitro, d.h. ohne aufwendige Tierexperimente, 
festgestellt werden, ob und wenn ja in welchem AusmaB Pharmaka oder auch andere biologisch aklive Wirkstoffe aus- 
geschieden Oder aus dem Darm in den Blutkreislauf resorbiert werden. 
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Mit Hilfe der erfindungsgemaf3en DNA-Sequenzen kdnnen solche Transportproteine isoliert werden, die zu den 
erfindungsgemafBen Transportproteinen homolog sind. Es ist daher moglich, die entsprechenden Transportproteine aus 
alien Saugerspezies und aus dem Menschen zu isolieren, die zuden erfindungsgema8 offenbarten Transportproteinen 
homolog sind. Zwei entsprechende humane Sequenzen wurden bereits ermrttelt. Eine Moglichkeit, wie eine derartige 

5 Isolierung erfolgen kann. ist die inzwischen allseits bekannte Polymerase Kettenreaktion. Es miissen daher nur geeig- 
nete DNA-Sequenzen aus der in Fig. 2ai, 2a2 Oder 2a3 gezeigten Sequenz ausgewahit werden. die als Primer fur die 
Polymerase Kettenreaktion dienen konnen. Mit Hilfe dieser Primer kann die Isolierung von homologen Transportprotei- 
nen ohne Schwierigkeiten erfolgen. 

Eine weitere Verwendungsmoglichkeit der erf indungsgemafSen Transportproteine und/oder der erf indungsgemaBen 

10 epithelialen Zeilinien ist die Entwicklung von kationischen Signalmolekulen, die an biologisch aktive Verbindungen, wie 
Pharmaka, angehangt werden kdnnen, urn deren renal e und biliare Ausscheidung Oder ihre intestinale Resorption zu 
verandern. Es ist hierdurch moglich, verschiedene chemische Strukluren dahlngehend zu uberprufen, ob sie eine Aus- 
scheidung des damit verbundenen Molekuls uber die Niere bzw. Leber begunstigen und eine Resorption aus dem Darm 
in den Blutkreislauf fCrdern. ober ob sie das jeweilige Gegenteil bewirken. 

13 Insbesondere kdnnen die erfindungsgemSBen Transportproteine auch zur Entwicklung von Antikdrpern, insbeson- 
dere monoklonalen Antikdrper, dienen, mit deren Hilfe die Aufnahme von Pharmaka in Nierentubuluszellen blockiert 
werden kann. umdie Nephrotoxizitat von kationischen Pharmaka zu erniedrigen. 

Weiterhin kann aufgrund der erf indungsgemaBen Offenbarung die Entwicklung von spezifischen Pharmaka erfol- 
gen, die die Ausscheidung von bestimmten anderen kationischen Pharmaka und/oder Xenobiotika beeinflussen. Hier- 

20 durch ist es moglich, pharmakologisch wirksame Substanzen zu entwickein, die die Aufnahme von anderen Wirkstoffen 
beeinflussen. Eine derartige Beeinflussung kann entweder darin bestehen, daB die Aufnahme eines Wirkstoffes aus 
dem Darm gefdrdert Oder verhindert wird oder daB die Ausscheidung eines Wirkstoffes in der Niere und Leber gefdrdert 
Oder verhindert wird. 

Eine weitere bevorzugte Verwendung der erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen ist die Entwicklung von Antisense- 
25 Nucleotidsequenzen. Hierbei kdnnen Nucleotidsequenzen entwickelt werden. die die Transkription und/oder Translation 

der entsprechenden Gene dadurch verhindern. daB sie an die entsprechenden naturlich vorkommenden komplemen- 

taren Nucleotidsequenzen binden. 

Eine weitere bevorzugte Verwerxjung der erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen ist ihre Verwendung in molekularen 

Testkits zur Diagnose von molekularen genomischen Defekten in renalen und/oder biliaren Kationenausscheidungsme- 
30 chanismen. In solchen molekularen Testkits kdnnen die DNA-Sequenzen in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 

form zur Durchfuhrung der Polymerase Kettenreaktion verwendet werden. Dabei werden anhand der bekannten DNA- 

Sequenz Primersequenzen ausgesucht und synthetisiert. mit deren Hilfe in der Polymerase- Kettenreaktion das fur den 

Kationentransporter des jeweiligen Patienten kodierende Gen amplifiziert und bezuglich genetischer Mutationen unter- 

sucht werden kann. 

35 Anhand der nachfolgenden Beispiele, die jedoch die Erf indung nicht einschrSnken sollen, wird das Wesen der vor- 
liegenden Erfindung ndher eriautert. 

Beispiel 1 

40 Fur die Klonierung der fur das Transportprotein kodierenden Gene wurden zunachst doppelstrangige cDNA mit 
glatten Enden von Poly(A)* RNA aus Rattennieren hergestellt, wobei ein Not l-Oligo(dT) Primer fCir die Synthese des 
ersten Stranges verwendet wurde. Nachdem EcoRI-Adaptoren, die einen SP6 RNA Polymerase Promotor enthalten, 
an die cDNA angebracht wurden. wurde mit NotI verdaut. der GrdBe nach aufgetrennt (1 ,5 bis 2,3 kb) und in die EcoRI 
Restrlktionsschnittstelledes Vektors pBluescript (Stratagene) eingebaut und anschlieBend in den E.coli-Stamm DH10B 

45 elektroporiert. Aus Transformantenpools wurde die Plasmid-DNA isoliert, mit NotI linearisiert und mit Hilfe der SP6-RNA 
Polymerase transkribiert. Die cRNA wurde durch Poly{A)* Selektion gereinigt und in einer Konzentration von 20 bis 40 
ng pro Oozyte injiziert. Die Oozyten wurden inkubiert und die durch NMN inhibierbare ^ -^C-TE A-Auf nahme wurde gemes- 
sen. Durch ein geziettes Suchverfahren wurde aus der Genbibliothek ein einzelner Klon isoliert, der das fur einen Kat- 
ionentransporter aus der Niere kodierende Gen enthielt. Die Isolierung dieses Klons war nur nach Optimierung und 

50 teilweiser VerSnderung der angewandten Method en moglich. Zum Sequenzieren identifizierter DNA wurden uberlap- 
pende Restriktionsfragmente von OCT1 subkloniert und an beiden Strangen vollstandig sequenziert. 

Das aus einer Ratten- Nieren-Gentsank isolierte Gen OCT1. welches aus einem 1.882 Basenpaar langen cDNA- 
Fragment bestand, wurde in Xenopus laevis Oozyten exprimiert. Hierbei wurden die Oozyten nach RNA-lnjektion drei 
Tage mit 5 mM Hepes-Tris-Puffer. pH 7.5. 1 10 mM NaCI. 3 mM KOI. 2 mM CaCb, 1 mM MgCl2 (im fotgenden als ORi 

55 bezeichnet) inkubiert. Der Transport wurde durch Inkubatiori der Oozyten mit ^^c-TEA (Tetraethylammonium) gemes- 
sen, das in ORi (22°C) geldst wurde. Weiterhin wurden Versuche mit unterschiedlichen Na* und K* Konzentrationen 
sowie Versuche in der Gegenwart von Ba**, bei verschiedenen pH-Werten und in Gegenwart unterschiedlicher Inhibi- 
toren durchgefuhrt. Da bei den venwendeten i^c-TEA-Konzentrationen die durch exprimiertes 0CT1 -Protein verur- 
sachte /Ujfnahme in ORi-Puffer fur mehr als 90 Minuten linear war, wurden die Aufnahmeraten nach 90-minutiger 
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Inkubation bestimmt. Fur die Messungen mit veranderten Konzentrationen an Na*. K*. H* und in Gegenwart von Inhibi- 
toren wurden die Oozyten zuerst 30 Minuten unter den entsprechenden Pufferbedingungen inkubiert und die Aufnah- 
meraten wurden dann wahrend einer 30-minutigen Inkubationsperiode mit ''"C-TEA bestimmt. Nach der Inkubation mit 
14C-TEA wurde die Aufnal^me unterbrochen und die Oozyten gewaschen und hinsichtlich der aufgenommenen Radio- 
5 aktivitat untersucht. 

Es wurde also das 1 .882 Basenpaar iange cDNA-Fragment unter Verwendung von Xenopus iaevis Oozyten (wie 
oben beschrieben) exprimiert; das so exprimierte 0CT1 -Protein induzierte eine ^^^C-Tetraethylammonium C^c-TEA) 
Aufnahme, die durch NMN (N"" -Methylnicotinamid) inhibiert werden konnte, wobei die Aufnahme mehr als 250-fach uber 
den Kontrollwerten lag, bei denen Wasser in die Oozyten injiziert wurde. Die Ergebnisse sind in Figur la graphisch 
10 dargestellt. 

Die klonierte OCTI cDNA enthalt einen offenen Leserahmen, der fur ein Membranprotein mit 556 Aminos^uren 
kodiert. Die Aminosauresequenz ist in der Figur 2a i dargestellt. Sie zeigt keine Ahnlichkeiten mit den Proteinen in Daten- 
banken. 

Die Expression der i^c-TEA-Aufnahme war abhSngig von der Menge der injizierten OCTI -cRNA. Diese Ergebnisse 
15 sind in der Figur 1b dargestellt. Die cRNA-Abhangigkeit der exprimierten Aufnahme konnte durch die Hill-Gleichung mit 
n = etwa 2 beschrieben werden. 

Die Substratabhangigkeit der von dem Transpprtprotein OCTI bewirkten '''^C-TEA-Aufnahme folgte der Michaelis 
Menten-Gieichung. Diese Ergebnisse sind in der Figur 1g dargestellt. Der geschatzte Km* Wert von 95 ± nM ahnelte 
dem K^-Wert (160 jiM), der in fruheren Versuchen fur den Kationentransport uber die basolaterale Membran proximaler 
20 Nierentubuli von Ratten bestimmt worden war. Er war 14 mal geringer als der scheinbare K^-Wert fur den polyspezifi- 
schen H*-Kationen-Gegentransporter in der Burstensaummembran proximaler Nierentubuli von Ratten. 

Beispiel 2 

25 Um weiterhin festzustellen. ob es sich bei dem OCTI -Transportprotein um das potentiaiabhangige polyspezif ische 
Kationentransportsystem aus der basolateralen Membran Oder um das potentialunabhangige polyspezrfische H*-Kat- 
ionen-Gegentransportsystem der Burstensaummembran handelt. wurde untersucht, ob die von dem Transportprotein 
0CT1 bewirkte Aufnahme von dem Membranpotential bzw. von einem Proton engradienten uber die Membran abhangig 
ist. AuBerdem wurde die Hemmung der exprimierten i^c-TEA-Aufnahme durch verschiedene Inhibitoren untersucht 

30 Die Rguren 1d und 1 e zeigen, da 6 die durch das Transportprotein OCT1 vermittelte '•'^C-TEA-Aufnahme vom Mem- 
branpotential abhangig ist, aber nicht wesentlich geandert wird. wenn ein nach innen Oder auBen gerichteter Protonen- 
gradient von einer pH-Einheit angelegt wird. Das OCTI -Transportprotein hat also die gleichen Grundcharakteristiken 
wie der uber die basolaterale Membran der proximal en Nierentubuli gemessene Kationentransport. 

Figur If und Tabelle 1 zeigen, daB die durch OCTI bewirkte i^C-TE A- Aufnahme durch organische Kationen mit 

35 verschiedener molekularer Struktur inhibiert wird. Diese Strukturen schlieBen mehrere haufig verwendete Pharmaka 
wie Chinin, Desipramin, Procainamid und 0-Methyl-isoprenalin ein. Die gesch&tzten Kj-Werte liegen zwischen 0.13 ^iM 
fur 1-Ethyl-2([1,4-dimethyl-2-phenyl-6-pyrimidinyliden]methyl)chinoliniumchlorid (Cyanin 863) und 1 mM fur Tetrame- 
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thylammonium (TMA). 



Tabelle 1 



Inhibitor 


K, (MM) 


Cyan in 863 


0.1 3 ±0.02 


Decynium 22 


0,36 ±0.08 


Tetrapentylammoni urn 


0.43 ±0.09 


Chinin 


0,93 ±0.08 


Desipramin 


2,8 ±0.5 


Mepiperphenidol 


5,2 ± 0,3 


Procainamid 


13 + 2 


1 -Methyl-4-phenylpyridinium 


13 + 2 


Corticosteron 


> 10 


Reserpin 


>20 


0-Methy!-isoprenalin 


43±5 


Tetramethylammonium 


1000 ± 100 


-Methylnicotinamid 


1000 + 200 



Tabelle 1 zeigt die Ennpfindlichkeit der i^c-TEA-Aufnahme in Xenopus laevis Oozyten, denen die cRNA des Nie- 
rentransportproteins 0CT1 injiziert wurde. 

Bel der Durchfuhrung der Inhibitionsexperimente wurden den Xenopus taevis Oozyten 5 ng OCTI-cRNA injiziert 
30 und die Auswirkungen der in Tabelle 1 aufgefuhrten Inhibitoren bei 5 bis 8 unterschiedlichen Inhibitor-Konzentrationen 
auf die Aufnahme von 95 fiM in die Oozyten gemessen. Die Werte wurden auch in Figur 1 f dargestellt. Die Inhibierungs- 
kurven wurden durch nichtlineare Regressionsanalyse angepaBt und die Kj- Werte (± SD) wurden bestimmt 

Im Unterschied zu dem schon bekannten polyspezrfischen Transportprotein. dem sogenannten Multidrug-Trans- 
porter, welches ausschlieBlich durch hydrophobe Substanzen inhibiert wird, wurde das erf indungsgemS3e Transport- 
35 protein 0CT1 auch durch hydrophite Verbindungen wie TMA und NMN gehemmt. Desipramin inhibierte den durch OCT1 
bewirkten Transport mit einem 700-fach hdheren KpWert als den neuronalen Noradrenal in-Transport in Plasmamem- 
branen von Nervenzellen. 5 \iM Reserpin beeinf luBt den durch OCT1 bewirkten Transport nicht. wahrend das neuronale 
Monoamin-Transportprotein in synaptischen Vesikeln durch subnanomolare Reserpin- Konzentrationen inhibiert wird. 

40 Beispiel 3 

Durch Vergleich der Kj- Werte von OCT1 mit frOher erhaltenen funklionellen Daten von Membranvesikein und von 
Messungen mit kultivierten Nierenepithelzellen konnte die Identitat des OCTI-Transportproteins mit dem basolateralen 
kationischen Transportprotein bestatigt werden. Bei solch einem Vergleich mussen die Spezies-abhSngigen Unter- 

45 schiede bei dem Kationentransport und die methodischen Beschrankungen der unterschiedlichen Verfahren zur Mes- 
sung der Inhibierung des Kationentransports beriicksichtigt werden. In fruheren Untersuchungen wunde der 
Kationentransport in Rattennieren durch Mikroperfusionsexperimente bestimmt, die mit kurzen Inkubationszeiten (4 
Sekunden) durchgefuhrt werden mussen. Da mit dieser Methode keine Diffusions-unabhangige Kj-Bestimmung von 
Inhibitoren mit hoher Affinitdt mdglich ist, haben wit uns auf den Vergleich niederaffiner Hemmstoffe beschrSnkt. Bei 

50 einem Vergleich der niederaff inen Inhibitoren TMA und NMN fanden wir, daB die Kj-Werte des OCT1 -exprimierten Trans- 
portproteins (etwa 1 mM) den Kj-werten (TMA 1 .4 mM, NMN 0,54 mM). die fur die basolaterale TEA- Aufnahme in den 
proximal en Nierentubuli von Ratten gemessen wurden, entsprechen. Sie unterschieden sich deutlich von den Kj-Werten 
(TMA 70 mM, NMN 8,3 mM), die fur die luminale TEA-Aufnahme bestimmt wurden. 

55 Beispiel 4 

Die basolaterale Lokalisierung von OCT1 wird zusatzlich durch den KpWert (0.4 \iM) gestutzt, der fur die Inhibierung 
der von OCT1 bewirkten Aufnahme durch 1 , 1 '-Diethyl-2.2*-cyaninjodid (Decynium 22) erhalten wurde. In LLC-PK1 -Zellen 
wurde fur den TEA-Transport uber die luminaJe Membran ein K^Wert von 5,6 nM bestimmt. wahrend der Kj-Wert fur 
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den TEA-Transport uber die basolaterale Membran mit > 0.1 fiM geschatzt wurde. Urn das 0CT1 -Transportprotein weiter 
zu charakterisierten, wurde getestet, ob MPP, das eine etwa 10-fach hohere Affinitat hat als TEA, ebenfalls durch OCT1 
transportiert wird Nach Injektion von 8 ng OCTI-cRNA in Oozyten wurde eine spezlfische 3H-MPP-Aufnahme expri- 
miert die durch Chinin inhibierbar war. In einem Ansatz von Oozyten wurden ahnliche V^a,-Werte fur die expnmierte 
Aufnahme von 14C-TEA (148 ± 4 pmol x Oozyten-i x h'l) und 3H-MPP (97 ± 5 pmol x Oozyten-i x h 1] bestmmt. In 
Leberzellen ist die Existenz von polyspezlfischen Kationentransportern beschrieben worden. Kiirzlich wurde die MPP- 
Aufnahme in kultivierte Heptozyten gemessen. Dabei zelgte sich, daB etwa 90 % der MPP-Aufnahme durch die gleichen 
Hemmstoffe gehemmt werden konnten wie der durch OCT1 exprimierte Kationentransport. Die an den Hepatozyten fur 
die MPP-Aufnahme bestimmten KrWerte (O-Methyllsoprenalin 78 nM, MPP 13 ^M. Chinin 0.8 mM. Decyn.um 22 0.23 
uM und Cyanin 863 0, 1 0 nM) waren nahezu identisch mit den Werten. die fur die TEA-Aufnahme durch das von Xenopus 
Oozyten exprimierte OCT1 -Protein erhalten wurden. Diese Daten lassen vermuten. da(3 das OCT1 -Transportprotein 
Oder ein hochhomologes Transportprotein in der Plasmamembran von Hepatozyten vorhanden ist. 

Beispiel 5 

Die Nucleotidsequenz und die Aminosauresequenz von OCT1 ist in Figur 2ai dargestellt. Vor dem offenen Lese- 
rahmen sind Stoppkodons zu finden und eine Initiationsstelle der Translation von Kozak-Typ (AGGCCATQ). 

Eine Analyse der Hydrophilie/Hydrophobie von OCT1 lieB 1 1 hydrophobe a-helikale Bereiche erkennen die die 
Membran voraussichtlich durchqueren. Eine Darstellung der Hydrophobie/Hydrophilie-lndices f indet s.ch .n F.gur 2b. 
Die voraussichtlich membranspannenden Bereiche sind 17 bis 27 Aminosauren lang. Sie sind durch einen 'a"9en. z«e. 
mittellange und sieben kurze hydrophile Bereiche miteinander verbunden. Da drei potentielle N-GlycosiI.erungsstellen 
an dem hydrophilen Bereich zwischen den beiden ersten die Membran durchquerenden Proteinbereichen vorausgesag 
wurden wurde die in Figur 2c dargestellt Orientierung von OCT1 vorgeschlagen. Der erste hydrophile Bereich enthalt 
1 4 negativ geladene Aminosauren, die fur die Kationenbindung an OCT1 wichtig sein konnen. 

Beispiel 6 

Verschiedene Rattengewebe und einige Zellinien wurden beziiglich der Lokalisation von fur Transportprotein 0CT1 
spezifischer mRNA mit Hilfe des sogenannten Northern Blots analysiert. Hierzu wurde die gesamte RNA durch die 
30 Guanidinium-Phenol-Chloroform-Methode isoliert und die mRNA wurde unter Venwendung der 0"9°/dT^^-Zenu ose- 
Chromatographie gereinigt. Die mRNA wurde mit Hilfe von FormakJehyd-Agarosegel-Elektrophorese fraWioniert. auf 
eine Hybond-N-Membran (Amersham) ubertragen und anschlieBend hybridisiert. Hierzu wurden ^en Rattenzellen 
und aiKder Zellinle 293 5ng und ausden Zellinien Caki-1 und LLC-PKI1 1 .5 ^g mRNA auf das Formaldehyd-Agarosegel 
aufgetragen. Die Hybridisierung erfolgte mit einem azp-markierten cDNA-Fragment der erf.ndungsgemaBen DNA- 
35 Sequenz von dem Piasmid pOCTI (es wurden die Nucleotide 285 bis 1 1 96 ven/.endet^D.e Hybnd.sierung fur 18 
Stunden bei 42°C in der HybridisierungslCsung durchgefflhrt (50 % Formamid, 5 x SSPE. 5 x Denhardts L6sung. 0,5 
% SDS und 20 ug Lachssperma DNA). Die Membran wurde in mehreren Schritten zu einer endgultgen Stnngenz von 
0 25 x SSPE 0 1 % SDS bei 60°C gewaschen. Zur Darstellung der Zellinie LLC-PK1 erfolge eine Exponierung des 
Films fur 24 Stunden und fur die anderen Spuren erfolgte eine Exponierung des Films fur sechs Stunden. Zur Ermittlung 
der Gr6Be der RNA-Fragmente wurde ein RNA-Standard (0.14 bis 9.5 Kilobasen-Bereich von GIBCO/BRL) venwendet. 

Die GrOBen sind in der Figur 3 angegeben. .. „ ^ ki- ■ m,. n^rr. 

In Figur 3 ist die durch die Northern Blot Analyse erhaltene Autoradiographie dargestellt. Bei der Nierennnde, dem 
Nierenmark, der Leber und dem Darm wurden deutliche Banden bei 1 ,9 Kilobasen und weitere Banden be. 3.4 und 4 8 
Kilobasen beobachtet. In der Zellinie LLC-PK1 konnte nur eine Hybridisierung in dem Bereich von 3.4 Kilobasen beob- 
achtet werden. Keine Signale fur OCT1 konnten dagegen in der Nieren-Papille, im Skelettmuskel. im Herznriuskel. im 
Gehirn, in der menschlichen embryonalen Nierenzellinie 293 und in Caki-1 -Zellen beobachtet werden Da Herz^ und 
Caki-1 -Zellen das extraneuronale Noradrenalin-Transportprotein enthalten. welches wahrscheinlich mit dem H -Kato- 
nen-Gegentransportprotein auf luminalen Nierenmembranen identisch ist. gehoren die Kationen-Transportproteine m 
der baSlaterialen und luminalen Membran der proximalen Nierentubuli wahrscheinlich zu verschiedenen genetischen 
Familien. In situ-Hybridisierungen zeigten. daB das OCTI -Transportprotein in den proximalen Nierentubuli. m den Epi- 
thelzellen der Leber und in den Enterozyten des Dunndarms exprimiert werden. ^ ^ . ^ o i 

Die obiaen Beispiele zeigen. daB ein neues und einzigartiges Protein kloniert wurde. das eine bedeutende Role 
bei der Eliminierung von kationischen Pharmaka in Niere und Leber spielt. Vermutlich ist dieses Protem auch an der 
Reabsorption von kationischen Verbindungen im Darm beteiligt. Obwohl der Kationentransport und die Exkretjon von 
Pharmaka seit mehr als 30 Jahren intensiv untersucht werden. konnten in der Vergangenheit nur gwinge Fortschrrtte 
erzielt werden Der Grund dafiir ist. daB die Ausscheidung von Pharmaka in Leber und Nieren den Transport uber die 
basolaterale und die luminale Plasmamembran der epithelialen Zellen eInschlieBt und daB diese Transportprozesse 
durch funktlonell verschiedene Kationen-Transportproteine bewirkt werden. Daruber hinaus kann nicht ausgeschl^en 
werden daB sowohl in der luminalen als auch in der basolateralen Nierenmembran verschiedene Kationen-Transport- 
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proteine mit ahnlicher Substratspezifitat existieren. Durch die Klonierung des erfindungsgemaBen 0CT1 -Transportpro- 
teins wurde ein Typ des Kationen-Transportproteins identifiziert. Damit wurden viele Moglichkeiten zur weiteren 
Erforschung der Ausscheidung kationischer Pharmaka eroffnet. 

5 Beispie) 7 

Mit Hilfe der in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Techniken konnten zwei zu 0CT1 homologe mensch- 
liche Gene kloniert und vollstSndig bzw. teilweise sequenziert werden. Das vollstSndig sequenzierte Gen (H0CT1) 
besteht aus 1 885 Basen und kodiert fur ein Protein mit 553 AminosSuren. Es ist in Figur 2a2 dargestellt. Zwischen den 
10 AminosSuren von OCT1 und HOCT1 besteht 78 % Identitat. Das andere menschliche Gen (HOCT2) besteht aus 1896 
Basen und kodiert fur ein Protein mit 555 AminosSuren. Die Nucleotidsequenz und die abgeleitete Aminos^uresequenz 
von OCT2 ist in Figur 2a3 dargestellt. Zwischen den AminosSuren von OCT! und H0CT2 besteht eine Identity von 68 %. 

Eriauterung der Zeichnungen 

15 

Figur 1 zeigt die Expression von OCT! in Xenopus laevis Oozyten. Die angegebenen '•^c-TEA-Aufnahmeraten 
stellen die Mittelwerte von 10 bis 20 Messungen ± Standardabweichung dar. 

Figur 1a zeigt einen Vergleich der NMN-inhibierten ''''C-TEA-Aufnahme. die nach Injektion von Wasser, 20 ng Rat- 
tennieren mRNA oder 10 ng cRNA von OCTi beobachtet wurde. Die Konzentrationen an i^C-TEA urxJ NMN in den 

20 Inkubationsmedien betrugen 200 bzw. 10 mM. 

Figur lb zeigt die Aufnahmeraten von 200 |aM ''^c-TEA nach Injektion von verschiedenen Mengen an cRNA von 
OCTI . Die Kurve wurde durch Anpassung der HillOleichung an die erhaltenen Daten errechnet (n = 1 .9 ± 0,2). 
Figur 1 c zeigt die Substratabhangigkeit der i^C-TEA-Aufnahme. die nach Injektion von 3 ng OCTI -cRNA pro Oozyte 
exprimiert wurde. Die durchgehende Linie zeigt die Gesamtaufnahme. die eine s^ttigbare Komponente und eine 

25 lineare Komponente enthalt, die in mit Wasser injizierten Kontrolloozyten bestimml wurde. Die lineare Komponente 
wurde mittels linearer Regression angepaBt (gestrichelte Linie, 30 fmol x x Oozyte"'' x nM"!). Die sattigbare 
Komponente wurde durch die Michaelis Menten Gleichung angepal3t (K^, 95 ± 10 hM. 81 ± 5 pmol x h""" x 
Oocyte"" ). Die ausgezogene Linie wurde durch Anpassung an eine Gleichung. welche beide Komponenten enthalt, 
errechnet. 

30 Figur Id zeigt die Potentialabhangigkeit der i^c-TEA-Aufnahme in Oozyten, denen 3 ng OGTI-cRNA injiziert wur- 
den. Die Aufnahme von 95 fiM ^''C-TEA wurde in Gegenwart der angegebenen Konzentrationen von Na*, K* und 
Ba2* gemessen. Unter diesen Bedingungen lagen die Membranpotentiale zwischen -40 und -60 mV (100 mM Na*. 
3 mM K*), 0 bis -10 mV (1 mM Na*. 102 mM K*) und zwischen -18 und -22 mV (100 mM Na*. 3 mM K*. 10 mM Ba2*). 
Figur 1e zeigt die Aufnahme von 95 \xhA ^^c-TEA in Anwesenheit und Abwesenheit von Proton engradienten bei 

35 Oozyten, denen 3 ng 0CT1-cRNA injiziert wurden. Um durch Protonengradienten verursachte Anderungen des 
Membranpotentials zu verhindern, welche die ^^C-TE A- Aufnahme verandern wurden, wurden die Messungen in 
Gegenwart von 102 mM K* und 1 mM Na* im Inkubationsmedium durchgefuhrt. Dadurch wurde das Membranpo- 
tential auf etwa 0 mV gebracht. pH-Messungen mit Mikroelektroden zeigten, da3 sich wahrend der 30-minutigen 
Aufnahmeperiode der pH-Wert um weniger als 0,1 Einheiten anderte. 

40 Figur If zeigt die Inhibierung der durch OCTI bewirkten ''^C-TEA-Aufnahme durch Decynium 22 (o), Chinin (a), 
Desipramin (o), Procainiamid (•). O-Methylisoprenalin (o) und Tetramethylammonium (♦). Den Oozyten wurden 5 
ng OCTI -cRNA injiziert und die Messungen wurden mit 95 \it\A i^C-TEA durchgefOhrt. 

Figur 2ai zeigt die Nucleotidsequenz und die davon abgeleitete AminosQuresequenz von OCTI . Diejenigen Berei- 
che, die vermutlich Transmembranbereiche sind, wurden unterstrichen und potentielle N-Qlycosilierungsstellen vom 
45 Typ NXT/S werden durch Sternchen angegeben. 

Figur 2a2 zeigt die Nucleotid- und Aminosauresequenz eines homologen Human-Genes aus der Niere (H0CT1). 
Das dargestellte Genstuck umfaBt 1885 Basen und kodiert fur S53 Aminosauren. 

Figur 233 zeigt eine Nucleotid- und Aminosauresequenz eines zweiten homologen Human-Genes aus der Niere 

(HOCT2). Das dargestellte Genstuck umfaBt 1856 Basen und kodiert fur 555 Aminosauren. 
50 Figur 2b zeigt eine Kyte-Doolittle Hydrophobie/Hydrophi lie- Analyse von OCT1 unter Verwendung eines Fensters 

von 9 Aminosauren. Die Bereiche, die vermutlich Transmembranbereiche sind, wurden mit 1 bis 1 1 numeriert. 

Rgur 2c stellt eine schematische Darstellung von OCT1 dar Die AminosSurereste Arg. Lys und His werden durch 

Pluszeichen angegeben und die Aminosaurereste Glu und Asp durch Minuszeichen gekennzeichnet. Potentielle 

Glycosilierungsstellen in der ersten hydrophilen Schleife sind kenntlich gemacht. 
55 Figur 3 zeigt die Lokalisierung von fur 0CT1 spezifischer mRNA in verschiedenen Rattengeweb n urKi in einigen 

Zellinien, 
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SEQUENZPROTOKOLL 



^ (I) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Hoechst Akt iengesel Ischaf t 

(B) STRASSE: - 

(C) ORT: Frankfurt 
10 (0) BVNDESLAND: - 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 65926 

(G) TELEPHON: 069-305-3005 

(H) TELEFAX: - 

(I) TELEX: - 

15 (ii) ANMELDETITEL: Tr ansportprotein , das den Transport von 

kationischen Xenobiotika und/oder Pharmaka bewirkt, daf uer 
kodierende DNA-Sequenzen und deren verwendung 

(iii) AN2AHL DER SEQUEN2EN: 6 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BBTRIE8SSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

25 (2) INFORMATION 2U SEQ-ID NO: 1: 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 556 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 
(D> TOPOLOGIE: linear 

30 

(ii) ART DES MOLEKLJLS: Peptid 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide 

(B) LAGE: 1.-5 56 

(;ci) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Met Pro Thr Val Asp Asp Val Leu Glu Gin Val Gly Glu Phe Gly Trp 
15 10 15 

Phe Gin Lys Gin Ala Phe Leu Leu Leu Cys Leu lie Ser Ala Ser Leu 
20 25 30 

Ala Pro lie Tyr Val Gly He Val Phe Leu Gly Phe Thr Pro Gly His 
35 40 45 

45 Tyr Cys Gin Asn Pro Gly Val Ala Glu Leu Ser Gin Arg Cys Gly Trp 

SO 55 60 

ser Gin Ala Glu Glu Leu Asn Tyr Thr Val Pro Gly Leu Gly Pro Ser 
65 70 75 80 

Asp Glu Ala Ser Phe Leu Ser Gin Cys Met Arg Tyr Glu Val Asp Trp 
50 85 90 95 

Asn Gin Ser Thr Leu Asp Cys Val Asp Pro Leu Ser Ser Leu Val Ala 
100 105 110 



35 



40 



55 



BNSDOCID: <EP 0699753A2_(_> 



9 



EP 0 699 753 A2 



Asn Arg Ser Gin Leu Pro Leu Gly Pro Cys Glu His Gly Trp Val Tyr 
115 120 125 

^ Asp Thr Pro Gly Ser Ser lie Val Thr Glu Phe Asn Leu Val Cys Gly 

130 135 140 

Asp Ala Trp Lys Val Asp Leu Phe Gin Ser Cys Val Asn Leu Gly Phe 
145 ISO 155 160 

10 Phe Leu Gly Ser Leu Val Val Gly Tyr lie Ala Asp Arg Phe Gly Arg 

165 170 175 

Lys Leu Cys Leu Leu Val Thr Thr Leu Val Thr Ser Val Ser Gly Val 
180 185 190 

Leu Thr Ala Val Ala Pro Asp Tyr Thr Ser Met Leu Leu Phe Arg Leu 
15 195 200 205 

Leu Gin Gly Met Val Ser Lys Gly Ser Trp Val Ser Gly Tyr Thr Leu 
210 215 220 



lie Thr Glu Phe Val Gly Ser Gly Tyr Arg Arg Thr Thr Ala lie Leu 
225 230 235 240 

Tyr Gin Met Ala Phe Thr Val Gly Leu Val Gly Leu Ala Gly Val Ala 
245 250 255 

Tyr Ala lie Pro Asp Trp Arg Trp Leu Gin Leu Ala Val Ser Leu Pro 
260 265 270 

Thr Phe Leu Phe Leu Leu Tyr Tyr Trp Phe Val Pro Glu Ser Pro Arg 
275 280 285 

Trp Leu Leu Ser Gin Lys Arg Thr Thr Arg Ala Val Arg lie Met Glu 
290 295 300 

Gin lie Ala Gin Lys Asn Gly Lys Val Pro Pro Ala Asp Leu Lys Met 
305 310 315 320 

Leu Cys Leu Glu Glu Asp Ala Ser Glu Lys Arg Ser Pro Ser Phe Ala 
325 330 335 

35 Asp Leu Phe Arg Thr Pro Asn .Leu Arg Lys His Thr Val lie Leu Met 

340 345 350 

Tyr Leu Trp Phe Ser Cys Ala Val Leu Tyr Gin Gly Leu lie Met His 
355 360 365 
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Val Gly Ala Thr Gly Ala Asn Leu Tyr Leu Asp Phe Phe Tyr Ser Ser 
370 375 380 

Leu Val Glu Phe Pro Ala Ala Phe lie lie Leu Val Thr He Asp Arg 
385 390 395 400 

He Gly Arg He Tyr Pro He Ala Ala Ser Asn Leu Val Thr Gly Ala 
405 410 415 

Ala Cys Leu Leu Met He Phe He Pro His Glu Leu His Trp Leu Asn 
420 425 430 

Val Thr Leu Ala Cys Leu Gly Arg Met Gly Ala Thr He Val Leu Glu 
435 440 445 

Met Val Cys Leu Val Asn Ala Glu Leu Tyr Pro Thr Phe He Arg Asn 
450 455 460 
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Leu Gly Met Met Val Cys Ser Ala Leu Cys Asp Leu Gly Gly lie Phe 
465 470 475 480 

Thr Pro Phe Met Val Phe Arg Leu Met Glu Val Trp Gin Ala Leu Pro 
485 490 495 

Leu lie Leu Phe Gly Val Leu Gly Leu Thr Ala Gly Ala Met Thr Leu 
500 505 510 

Leu Leu Pro Glu Thr Lys Gly val Ala Leu Pro Glu Thr lie Glu Glu 
SIS 520 525 

Ala Glu Asn Leu Gly Arg Arg Lys Ser Lys Ala Lys Glu Asn Thr lie 
530 535 540 

Tyr Leu Gin Val Gin Thr Gly Lys Ser Ser Ser Thr 
15 545 550 555 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 553 Aminosauren 
2Q (B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKU;*^: Peptid 

25 (Lx) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide 

(B) LAGE: 1..553 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Pro Thr Val Asp Asp lie Leu Glu Gin Val Gly Glu Ser Gly Trp 
15 10 15 

Phe Gin Lys Gin Ala Phe Leu lie Leu Cys Leu Leu Ser Ala Ala Phe 
20 25 30 

35 Ala Pro lie Cys Val Gly He Val Phe Leu Gly Phe Thr Pro Asp His 

35 40 45 

His Cys Gin Ser Pro Gly Val Ala Glu Leu Ser Gin Arg Cys Gly Trp 
50 55 60 



30 



40 



Ser Pro Ala Glu Glu Leu Asn Tyr Thr Val Pro Gly Leu Gly Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Glu Ala Phe Leu Gly Gin Cys Arg Arg Tyr Glu Val Asp Trp Asn 
85 90 95 

Gin Ser Ala Leu Ser Cys Val Asp Pro Leu Ala Ser Leu Ala Thr Asn 
45 100 105 110 

Arg Ser His Leu Pro Leu Gly Pro Cys Gin Asp Gly Trp Val Tyr Asp 
115 120 125 



SO 



55 



Thr Pro Gly Ser Ser He Val Thr Glu Phe Asn Leu Val Cys Ala Asp 

130 135 140 

Ser Trp Lys Leu Asp Leu Phe Gin Ser Cys Leu Asn Ala Gly Phe Phe 
145 ISO 155 160 



11 



EP 0 699 753 A2 



Phe Gly Ser Leu Gly Vai Gly Tyr Phe Ala Asp Arg Phe Gly Arg Lys 
165 170 175 

Leu Cys Leu Leu Gly Thr Val Leu Val Asn Ala Vai Ser Gly Val Leu 
180 185 190 

Met Ala Phe Ser Pro Asn Tyr Met Ser Met Leu Leu Phe Arg Leu Leu 
195 200 205 

Gin Gly Leu Val Ser Lys Gly Asn Trp Met Ala Gly Tyr Thr Leu lie 
210 215 220 

Thr Glu Phe Val Gly Ser Gly Ser Arg Arg Thr Vai Ala lie Met Tyr 
225 230 235 240 

Gin Met Ala Phe Thr Val Gly Leu Val Ala Leu Thr Gly Leu Ala Tyr 
245 250 255 

Ala Leu Pro His Trp Arg Trp Leu Gin Leu Ala Val Ser Leu Pro Thr 
260 265 270 

Phe Leu Phe Leu Leu Tyr Tyr Trp Cys Val Pro Glu Ser Pro Arg Trp 
275 280 285 

Leu Leu Ser Gin Lys Arg Asn Thr Glu Ala lie Lys He Met Asp His 
290 295 300 

He Ala Gin Lys Asn Gly Lys Leu Pro Pro Ala Asp Leu Lys Met Leu 
305 310 315 320 

Ser Leu Glu Glu Asp Val Thr Glu Lys Leu Ser Pro Ser Phe Ala Asp 
325 330 335 

Leu Phe Arg Thr Pro Arg Leu Arg Lys Arg Thr Phe lie Leu Met Tyr 
340 345 350 

Leu Trp Phe Thr Asp Ser Val Leu Tyr Gin Gly Leu He Leu His Met 
355 360 365 

Gly Ala Thr Ser Gly Asn Leu Tyr Leu Asp Phe Leu Tyr Ser Ala Leu 
370 375 380 

Val Glu lie Pro Gly Ala Phe lie Ala Leu lie Thr He Asp Arg Val 
385 390 395 400 

Gly Arg He Tyr Pro Met Ala Val Ser Asn Leu Leu Ala Gly Ala Ala 
405 410 415 

Cys Leu Val He Phe He Ser Pro Asp Leu His Trp Leu Asn He He 
420 425 430 

He Met Cys Vai Gly Arg Met Gly He Thr lie Ala He Gin Met He 
435 440 445 

Cys Leu Val Asn Ala Glu Leu Tyr Pro Thr Phe Val Arg Asn Leu Arg 
450 455 460 

Val Met Val Cys Ser Ser Leu Cys Asp He Gly Gly He He Thr Pro 
465 470 475 480 

Phe He Val Phe Arg Leu Arg Glu Val Trp Gin Ala Leu Pro Leu He 
435 490 495 

Leu Phe Ala Val Leu Gly Leu Leu Ala Ala Gly Val Thr Leu Leu Leu 
500 505 510 
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Pro Glu Thr Lys Gly Asp Ala Leu Pro Glu Thr Met Lys Asp Ala Glu 
515 520 525 

Asn Leu Gly Arg Lys Ala Lys Pro Lys Glu Asn Thr lie Tyr Leu Lys 
530 535 540 

Val Gin Thr Ser Glu Pro Ser Gly Thr 
545 550 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 555 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLCiSSEL: Peptide 

(B) LAGE: 1. .555 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Met Pro Thr Thr Val Asp Asp Val Leu Glu His Gly Gly Glu Phe His 
1 5 10 15 

Phe Phe Gin Lys Gin Met Phe Phe Leu Leu Ala Leu Leu Ser Ala Thr 
20 25 30 

Phe Ala Pro lie Tyr Val Gly lie Val Phe Leu Gly Phe Thr Pro Asp 
35 40 45 

His Arg Cys Arg Ser Pro Gly Val Ala Glu Leu Ser Leu Arg Cys Gly 
50 55 60 

Trp Ser Pro Ala Glu Glu Leu Asn Tyr Thr Val Pro Gly Pro Gly Pro 
65 70 75 80 

35 Ala Gly Glu Ala Ser Pro Arg Gin Cys Arg Arg Tyr Glu Val Asp Trp 

85 90 95 

Asn Gin Ser Thr Phe Asp Cys Val Asp Pro Leu Ala Ser Leu Asp Thr 
100 105 110 



70 



75 



20 



25 



30 



40 



Asn Arg Ser Arg Leu Pro Leu Gly Pro Cys Arg Asp Gly Trp Val Tyr 
115 120 125 

Glu Thr Pro Gly Ser Ser He Val Thr Glu Phe Asn Leu Val Cys Ala 
130 135 140 

Asn Ser Trp Met Leu Asp Leu Phe Gin Ser Ser Val Asn Val Gly Phe 
45 145 150 155 160 

Phe He Gly Ser Met Ser He Gly Tyr He Ala Asp Arg Phe Gly Arg 
165 170 175 



SO 



55 



Lys Leu Cys Leu Leu Thr Thr Val Leu He Asn Ala Ala Ala Gly Val 
180 185 190 

Leu Met Ala He Ser Pro Thr Tyr Thr Trp Met Leu He Phe Arg Leu 
195 200 205 
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He Gin Gly Leu Val Ser Lys Ala Gly Trp Leu lie Gly Tyr He Leu 
210 215 220 

He Thr Glu Phe Val Gly Gly Arg Tyr Arg Arg Thr Val Gly He Phe 
225 230 235 240 

Tyr Gin Val Ala Tyr Thr Val Gly Leu Leu Val Leu Ala Gly Val Ala 
245 250 255 

Tyr Ala Leu Pro His Trp Arg Trp Leu Gin Phe Thr Val Ala Leu Pro 
260 265 270 

Asn Phe Phe Phe Leu Leu Tyr Tyr Trp Cys He Pro Glu Ser Pro Arg 
275 280 285 

Trp Leu He Ser Gin Asn Lys Asn Ala Glu Ala Met Arg He He Lys 
290 295 300 

His He Ala Lys Lys Asn Gly Lys Ser Leu Pro Ala Ser Leu Gin Arg 
305 310 315 320 

Leu Arg Leu Glu Glu Glu Thr Gly Lys Lys Leu Asn Pro Ser Phe Leu 
325 330 335 

Asp Leu Val Arg Thr Pro Gin He Arg Lys His Thr Met He Leu Met 
340 345 350 

Tyr Asn Trp Phe Thr Ser Ser Val Leu Tyr Gin Gly Leu He Met His 
355 360 365 

Met Gly Leu Ala Gly Asp Asn He Tyr Leu Asp Phe Phe Tyr Ser Ala 
370 375 380 

Leu Val Glu Phe Pro Ala Ala Phe Met He He Leu He He Asp Arg 
385 390 395 400 

He Gly Arg Arg Tyr Pro Trp Ala Ala Ser Asn Met Val Ala Gly Ala 
405 410 415 

Ala Cys Leu Ala Ser Val Phe He Pro Gly Asp Leu Gin Trp Leu Lys 
420 425 430 

35 He He He Ser Cys Leu Gly Arg Met Gly He Thr Met Ala Tyr Glu 

435 440 445 

He Val Cys Leu Val Asn Ala Glu Leu Tyr Pro Thr Phe He Arg Asn 
450 455 460 

Leu Gly Val His He Cys Ser Ser Met Cys Asp He Gly Gly He He 
465 470 475 480 

Thr Pro Phe Leu Val Tyr Arg Leu Thr Asn He Trp Leu Glu Leu Pro 
485 490 495 

Leu Met Val Phe Gly Val Leu Gly Leu Val Ala Gly Gly Leu Ala Leu 
45 5 0 0 5 0 5 5 1 0 

Leu Leu Pro Glu Thr Lys Gly Lys Ala Leu Pro Glu Thr He Glu Glu 
515 520 525 



25 



30 



50 
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Ala Glu Asn Met Gin Arg Pro Arg Lys Asn Lys Glu Lys Met He Tyr 
530 535 540 

Leu Gin Val Gin Lys Leu Asp He Pro Leu Asn 
545 550 555 
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(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 1882 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : DNS (genomlsch) 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) LAGE: 1 . . 1882 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GCAGGCCTGG CTAAACTGGT GAGGGCCCTA CCCAGCCATG CCCACCGTGG 
GGAGCAAGTT GGAGAGTTTG GCTGGTTCCA GAAACAAGCC TTCCTGTTGC 
CTCAGCTTCT TTAGCTCCCA TCTATGTGGG CATCGTCTTC CTGGGCTTCA 
TTATTGCCAG AATCCTGGGG TGGCTGAGCT GAGCCAGCGG TGTGGCTGGA 
GGAGCTGAAC TACACTGTGC CGGGCCTGGG ACCTTCGGAC GAGGCCTCCT 
GTGCATGAGG TATGAGGTGG ACTGGAACCA GAGCACCCTT GACTGTGTGG 
CAGCCTGGTT GCCAACAGGA GTCAGTTGCC ATTGGGCCCC TGCGAGCATG 
CGACACTCCC GGCTCCTCCA TCGTCACTGA GTTTAACCTG GTGTGTGGAG 
AGTGGACCTT TTTCAGTCCT GTGTGAACTT GGGCTTCTTC CTGGGCTCCC 
TTACATTGCA GACAGGTTTG GCCGTAAGCT CTGTCTCTTG GTGACCACGC 
TGTGTCCGGT GTGCTAACAG CGGTGGCCCC AGACTATACA TCCATGTTGC 
GCTGCAGGGC ATGGTCAGCA AGGGCAGCTG GGTGTCCGGC TATACCTTGA 
TGTCGGCTCT GGCTACAGGA GAACGACGGC CATTTTGTAC CAGATGGCCT 
GCTAGTGGGG CTTGCCGGGG TGGCCTATGC CATTCCAGAC TGGCGCTGGC 
TGTGTCCCTG CCTACCTTCC TCTTCCTGCT GTATTACTGG TTTGTCCCAG 
GTGGCTGTTG TCCCAGAAGA GAACCACGCG AGCTGTCAGG ATAATGGAGC 
GAAGAACGGG AAGGTGCCTC CTGCTGACCT GAAGATGCTC TGCCTTGAGG 
AGAAAAGCGA AGTCCTTCGT TTGCCGACCT GTTCCGCACT CCCAACCTGA 
CGTCATCCTG ATGTATCTAT GGTTCTCTTG TGCTGTGCTG TACCAGGGTC 
CGTGGGAGCC ACAGGGGCCA ACCTCTACCT GGACTTCTTT TATTCTTCTC 
CCCCGCGGCC TTCATCATCC TGGTCACCAT TGACCGCATT GGCCGCATCT 
GGCCTCGAAT CTGGTGACGG GGGCAGCCTG CCTCCTCATG ATCTTTATCC 
GCACTGGTTG AACGTTACCC TCGCCTGTCT TGGCCGTATG GGGGCCACCA 
GATGGTCTGC CTGGTGAACG CTGAGCTGTA CCCTACATTC ATCAGGAATC 
GGATTGCTCT GCCCTGTGTG ACCTGGGTGG GATCTTCACC CCCTTCATGG 



ATGATGTCC 1 


fin 


TATGCCTGAT 


ton 


CCCfJTGGACA 


xou 




240 


TO /^Tr* a p A 


300 


a r^TTt T* c 


360 


r* n T a T a 


420 


AV<>uV^larX uurUl 


480 


1 VjO X X X vruvj 


540 


1 vj O X v^rtV-«rt X W 


600 


TCTTTCGCCT 


660 


TCACAGAGTT 


720 


TCACAGTGGG 


780 


TCCAGCTAGC 


840 


AATCCCCCCG 


900 


AAATTGCACA 


960 


AGGATGCCTC 


1020 


GGAAGCACAC 


1080 


TCATCATGCA 


1140 


TGGTGGAATT 


1200 


ACCCAATAGC 


1260 


CGCATGAGCT 


1320 


TTGTGCTGCA 


1380 


TTGGGATGAT 


1440 


TGTTCAGGCT 


1500 
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GATGGAAGTT TGGCAAGCCC TGCCCCTCAT TTTGTTTGGG 

GGCCATGACT CTTCTTCTCC CAGAGACCAA GGGTGTGGCT 

AGCAGAGAAC CTGGGGAGGA GGAAATCAAA GGCCAAAGAA 

CCAAACAGGC AAGTCCTCAA GTACCTGACA GGGATGCTGT 

GAGAAAGGAG GACTTGCCAC TTGGAGGATT CCCAGAAGCC 

TATATATGCA CCAGGTTCCA AATGAACTAC CAACCTTAAA 
AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA 
(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO; 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1885 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 



GTTTTGGGCC 
TTGCCTGAGA 
AACACGATTT 
GCCAGGAGCT 
TTTGCCTTTC 
GACTTTTCTG 



TGACTGCTGG 
CTATTGAAGA 
ACCTTCAGGT 
GAGTGGCAGA 
CAGACTCTTG 
AAAGCCCAAA 



1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1882 
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( ix ) MERKKALE : 

(A) NAME/SCHUJSSEL: exon 

(B) LAGE: 1. . 1885 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

GAGGGAGACA TTGCACCTGG CCACTGCAGC CCAGAGCAGG TCTGGCCACG GCCATGAGCA 60 

TGCTGAGCCA TCATGCCCAC CGTGGATGAC ATTCTGGAGC AGGTTGGGGA GTCTGGCTGG 120 

TTCCAGAAGC AAGCCTTCCT CATCTTATGC CTGCTGTCGG CTGCCTTTGC GCCCATCTGT 180 

GTGGGCATCG TCTTCCTGGG TTTCACACCT GACCACCACT GCCAGAGCCC TGGGGTGGCT 240 

GAGCTGAGCC AGCGCTGTGG CTGGAGCCCT GCGGAGGAGC TGAACTATAC AGTGCCAGGC 300 

CTGGGGCCCG CGGGCGAGGC CTTCCTTGGC CAGTGCAGGC GCTATGAAGT GGACTGGAAC 360 

CAGAGCGCCC TCAGCTGTGT AGACCCCCTG GCTAGCCTGG CCACCAACAG GAGCCACCTG 420 

CCCCTGGGTC CCTGCCAGGA TGGCTGGGTG TATGACACGC CCGGCTCTTC CATCGTCACT 480 

GAGTTCAACC 7GGTGTGTGC TGACTCCTGG AACCTGGACC TCTTTCAGTC CTGTTTGAAT 540 

GCGGGCTTCT TCTTTGGCTC TCTCGGTGTT GGCTACTTTG CAGACAGGTT TGGCCGTAAG 600 

CTGTGTCTCC TGGGAACTGT GCTGGTCAAC GCGGTGTCGG GCGTGCTCAT GGCCTTCTCG 660 

CCCAACTACA TGTCCATGCT GCTCTTCCGC CTGCTGCAGG GCCTGGTCAG CAAGGGCAAC 720 

TGGATGGCTG GCTACACCCT AATCACAGAA TTTGTTGGCT CGGCCTCC^iG AAGAACGGTG 780 

GCGATCATGT ACCAGATGGC CTTCACGGTG GGGCTGGTGG CGCTTACCGG GCTGGCCTAC 840 

GCCCTGCCTC ACTGGCGCTG GCTGCAGCTG GCAGTCTCCC TGCCCACCTT CCTCTTCCTG 900 

CTCTACTACT GGTGTGTGCC GG AGTCCCCT CGGTGGCTGT TATCACAAAA AAGAAACACT 960 

GAAGCAATAA AGATAATGGA CCACATCGCT CAAAAGAATG GGAAGTTGCC TCCTGCTGAT 1020 

TTAAAGATGC TTTCCCTCGA AGAGGATGTC ACCGAAAAGC TGAGCCCTTC ATTTGCAGAC 1080 



55 
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CTGTTCCGCA CGCCGCGCCT GACGAAGCGC ACCTTCATCC TGATGTACCT GTGGTTCACG 1140 

GACTCTGTGC TCTATCAGGG GCTCATCCTG CACATGGGCG CCACCAGCGG GAACCTCTAC 1200 

CTGGATTTCC TTTACTCCGC TCTGGTCGAA ATCCCGGGGG CCTTCATAGC CCTCATCACC 1260 

ATTGACCGCG TGGGCCGCAT CTACCCCATG GCCGTGTCAA ATTTGTTGGC GGGGGCAGCC 1320 

TGCCTCGTCA TTTTTATCTC ACCTGACCTG CACTGGTTAA ACATCATAAT CATGTGTGTT 1380 

GGCCGAATGG GAATCACCAT TGCAATACAA ATGATCTGCC TGGTGAATGC TGAGCTGTAC 1440 

CCCACATTCG TCAGGAACCT CAGAGTGATG GTGTGTTCCT CCCTGTGTGA CATAGGTGGG 1500 

AXAATCACCC CCTTCATAGT CTTCAGGCTG AGGGAGGTCT GGCAAGCCTT GCCCCTCATT 1560 

TTGTTTGCGG TGTTGGGCCT GCTTGCCGCG GGAGTGACGC TACTTCTTCC AGAGACCAAG 1620 

GGGGACGCTT TGCCAGAGAC CATGAAGGAC GCCGAGAACC TTGGGAGAAA AGCAAAGCCC 16S0 

AAAGAAAACA CGATTTACCT TAAGGTCCAA ACCTCAGAAC CCTCGGGCAC CTGAGAGAGA 1740 

20 TGTTTTGCGG CGATGTCGTG TTGGAGGGAT GAAGATGGAG TTATCCTCTG CAGAAATTCC 1800 

TAGACGCCTT CACTTCTCTG TATTCTTCCT CATACTTGCC TACCCCCAAA TTAATATCAG 1860 

TCCTAAAGAA AAAAAAAAAA AAAAA 1885 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 
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(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 1896 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 
(O) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 

(ix) MERKMALE: 

{A) NAME/SCHLUSSEL: exon 
(B) LAGE: 1..1896 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 6: 

GGCCCTGCCC TGAAGGCTGG TCACTTGCAG AGGTAAACTC CCCTCTTTGA CTTCTGGCCA 60 

GGGTTTGTGC TGAGCTGGCT GCAGCCGCTC TCAGCCTCGC TCCGGGCACG TCGGGCAGCC 120 

TCGGGCCCTC CTGCCTGCAG GATCATGCCC ACCACCGTGG ACGATGTCCT GGAGCATGGA 180 

GGGGAGTTTC ACTTTTTCCA GAAGCAAATG TTTTTCCTCT TGGCTCTGCT CTCGGCTACC 240 

TTCGCGCCCA TCTACGTGGG CATCGTCTTC CTGGGCTTCA CCCCTGACCA CCGCTGCCGG 300 

AGCCCCGGAG TGGCCGAGCT GAGTCTGCGC TGCGGCTGGA GTCCTGCAGA GGAACTGAAC 360 

TACACGGTGC CGGGCCCAGG ACCTGCGGGC GAAGCCTCCC CAAGACAGTG TAGGCGCTAC 420 

GAGGTGGACT GGAACCAGAG CACCTTTGAC TGCGTGGACC CCCTGGCCAG CCTGGACACC 480 

AACAGGAGCC GCCTGCCACT GGGCCCCTGC CGGGACGGCT GGGTGTACGA GACGCCTGGC 540 

TCGTCCATCG TCACCGAGTT TAACCTGGTA TGTGCCAACT CCTGGATGTT GGACCTATTC 600 

CAGTCATCAG TGAATGTAGG ATTCTTTATT GGCTCTATGA GTATCGGCTA CATAGCAGAC 660 
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AGGTTTGGCC 


GTAAGCTCTG 


CCTCCTAACT 


ACAGTCCTCA 


TAAATGCTGC 


AGCTGGAGTT 


720 


CTCATGGCCA 


TTTCCCCAAC 


CTATACGTGG 


ATGTTAATTT 


TTCGCTTAAT 


CCAAGGACTG 


780 


GTCAGCAAAG 


CAGGCTGGTT 


AATAGGCTAC 


ATCCTGATTA 


CAGAATTTGT 


TGGGGGGAGA 


840 


TATCGGAGAA 


CAGTGGGGAT 


TTTTTACCAA 


GTTGCCTATA 


CAGTTGGGCT 


CCTGGTGCTA 


900 


GCTGGGGTGG 


CTTACGCACT 


TCCTCACTGG 


AGGTGGTTGC 


AGTTCACAGT 


TGCTCTGCCC 


960 


AACTTCTTCT 


TCTTGCTCTA 


TTACTGGTGC 


ATACCTGAGT 


CTCCCAGGTG 


GCTGATCTCC 


1020 


CAGAATAAGA 


ATGCTGAAGC 


CATGAGAATC 


ATTAAGCACA 


TCGCAAAGAA 


AAATGGAAAA 


1080 


XCTCTACCCG 


CCTCCCTTCA 


GCGCCTGAGA 


CTTGAAGAGG 


AAACTGGCAA 


GAAATTGAAC 


1140 


CCTTCATTTC 


TTGACTTGGT 


CAGAACTCCT 


CAGATAAGGA 


AACATACTAT 


GATATTGATG 


1200 


TACAACTGGT 


TCACGAGCTC 


TGTGCTCTAC 


CAGGGCCTCA 


TCATGCACAT 


GGGCCTTGCA 


12 60 


GGTGACAATA 


TCTACCTGGA 


TTTCTTCTAC 


TCTGCCCTGG 


TTGAATTCCC 


AGCTGCCTTC " 


1320 


ATGATCATCC 


TCATTATCGA 


CCGCATCGGA 


CGCCGTTACC 


CTTGCGCTGC 


ATCAAATATG 


1380 


GTTGCAGGGG 


CAGCCTGTCT 


GGCCTCAGTT 


TTTATACCTG 


GTGATCTACA 


ATGGCTAAAA 


1440 


ATTATTATCT 


CATGCTTGGG 


AAGAATGGGG 


ATCACAATGG 


CCTATGAGAT 


AGTCTGCCTG 


1500 


GTCAATGCTG 


AGCTGTACCC 


CACATTCATT 


AGGAATCTTG 


GCGTCCACAT 


CTGTTCCTCA 


1560 


ATGTGTGACA 


TTGGTGGCAT 


CATCACGCCA 


TTCCTGGTCT 


ACCGGCTCAC 


TAACATCTGG 


1620 


CTTGAGCTCC 


CGCTGATGGT 


TTTCGGCGTA 


CTTGGCTTGG 


TTGCTGGAGG 


TCTGGTGCTG 


1680 


TTGCTTCCAG 


AAACTAAAGG 


GAAAGCTTTG 


CCTGAGACCA 


TCGAGGAAGC 


CGAAAATATG 


1740 


CAAAGACCAA 


GAAAAAATAA 


AGAAAAGATG 


ATTTACCTCC 


AAGTTCAGAA 


ACTAGACATT 


1800 


CCATTGAACT 


AAGAAGAGAG 


ACCGTTGCTG 


CTGTCATGAC 


CTAGCTTTAT 


GGCAGCAAGA 


1860 


CCAAAAGTAG 


AAATCCCTGC 


ACTCATCACA 


AAGCCC 






1896 



PatentansprQche 

40 

1 . Transportprotein, das fur den Transport von kationischen Xenobiotika und/oder Pharmaka aus dem Blut in die Leber- 
oder Nierenepithelzellen oder fur den Transport von kationischen Xenobiotika und/oder Pharmaka aus dem Darm 
zustandig ist, dadurch gekennzeichnet da6 es eine Teilsequenz von wenigstens sieben AminosSuren, ausgewShlt 
aus den in Figur 2ai , 2a2 oder 2a3 dargestellten Aminosauresequenzen aufwelst. 

45 

2. Transportprotein nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daR es eine Teilsequenz von wenigstens 10 Amino- 
sauren, ausgewahit aus den in Figur 2ai. 2a2 oder 2a3 dargestellten Aminosauresequenzen aufweist. 

3. Transportprotein nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, da3 es eine Teilsequenz von wenigstens 14 Amino- 
50 sSuren. ausgewahit aus den in Figur 2ai, 2a2 oder 2a3 dargestellten Aminosauresequenzen aufweist. 

4. Transportprotein nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB es die in Figur 2ai, 2a2 oder 233 dargestellten 
Aminosauresequenzen aufweist. 

55 5. DNA-Sequenz. dadurch gekennzeichnet. daB sie fur ein Transportprotein nach einem der Anspruche 1 bis 4 kodiert. 

6. DNA-Sequenz nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Teilsequenz von wenigstens 21 Basen aus 
den in Figur 2ai, 2a2 oder 2a3 gezeigten DNA-Sequenzen aufweist. 
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7. DNA-Sequenz nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da3 sie eine Teilsequenz von wenigstens 30 Basen aus 
den in Figur 2ai, 2a2 Oder 2a3 gezeigten DNA-Sequenzen aufweist. 

8. DNA-Sequenz nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. daf3 sie eine Teilsequenz von wenigstens 42 Basen aus 
5 den in Figur 2a i, 2a2 Oder 2a3 gezeigten DNA-Sequenzen aufweist 

9. Verwendung einer DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 5 bis 8 zur Herstellung einer epithelialen Zellinie, die 
ein Transportprotein nach einem der Anspruche 1 bis 4 konstant exprimlert. 

70 10. Epitheliale Zellinie, die ein Transportprotein nach einem der Anspruche 1 bis 4 konstant exprimiert. 

11. Epitheliale Zellinie nach Anspruch 10 zur Testung der zu erwartenden renalen und biliaren Ausscheidung sowie der 
intestinalen Resorption von kationischen Pharmaka und/oder Xenobiotika in vitro. 

15 1 2. Verwendung einer DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 5 bis 8 zur Isolierung von zu Transportproteinen gemSB 
den Anspruchen 1 bis 4 homologen Transportproteinen. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, da8 die Isolierung mit Hilfe der Polymerase Kettenreak- 
tionerfolgt. 

20 

14. Verwendung der Transportproteine nach einem der Anspruche 1 bis 4 und/oder der eprthelialen Zellinie nach den 
Anspruchen 10 Oder 1 1 zur Entwicklung von kationischen Signalnrolekulen. die an biologisch aktive Verbindungen, 
wie Pharmaka, angehangt werden konnen, um deren renale und biliare Ausscheidung oder ihre intestinale Resorp- 
tion zu verandem. 

25 

15. Verwendung der Transportproteine nach einem der Anspruche 1 bis 4 und/oder der epithelialen Zellinie nach den 
Anspruchen 10 Oder 11 zur Entwicklung von Antikorpern. mit deren Hilfe die Aufnahme von Pharmaka in Nieren- 
tubuluszellen blockieirt werden kann, um die Nephrotoxizitat von kationischen Pharmaka und/oder Xenobiotika zu 
erniedrigen. 

30 

16. Verwendung der Transportproteine nach einem der Anspruche 1 bis 4 und/oder der epithelialen Zellinie nach den 
Anspruchen 10 Oder 11 zur Entwicklung von spezifischen Pharmaka, mit deren Hilfe die Aufnahme von anderen 
Pharmaka und/oder Xenobiotika in Nierentubuluszellen blockiert werden kann, um die Nephrotoxizitat von kationi- 
schen Pharmaka zu erniedrigen. 

35 

17. Verwendung einer DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 5 bis 8 zur Entwicklung einer Arrtisense-Nucleotidse- 
quenz, mit deren Hilfe die Aufnahme von Pharmaka und/oder Xenobiotika in Nierentubuluszellen blockiert werden 
kann, um die Nephrotoxizitat von kationischen Pharmaka zu erniedrigen. 

40 18. Verwendung einer DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 5 bis 8 in molekularen Testkits zur Diagnose von 
molekularen genetischen Defekten in renalen und biliaren Kationenausscheidungsmechanismen. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, da8 das molekulare Testkit diejenigen Komponenten 
enthait. die zur Durchfuhrung der Polymerase Kettenreaktion benotigt werden. 

45 
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10 20 30 40 50 60 

I I I I I I 

GAGGGAGACATTGCACCTGGCCACTGCAGCCCAGAGCAGGTCTGGCCACGGCCATGAGCA 

70 80 90 100 110 120 

I I I I I I 

TGCTGAGCCATCATGCCCACCGTGGATGACATTCTGGAGCAGGTTGGGGAGTCTGGCTGG 
METProThrValAspAspIleLeuGluGlnValGlyGluSerGlyTrp 

130 140 150 160 170 180 

i i I I I I 

TTCCAGAAGCAAGCCTTCCTCATCTTATGCCTGCTGTCGGCTGCCTTTGCGCCCATCTGT 
PheGlnLysGlnAlaPheLeuIleLeuCysLeuLeuSerAlaAlaPheAlaProIleCys 

190 200 210 220 230 240 

I I I I I I 

GTGGGCATCGTCTTCCTGGGTTTCACACCTGACCACCACTGCCAGAGCCCTGGGGTGGCT 
ValGlylleValPheLeuGlyPheThrProAspHisHisCysGlnSerProGlyValAla 

250 260 270 280 290 300 

I I I I I I 

GAGCTGAGCCAGCGCTGTGGCTGGAGCCCTGCGGAGGAGCTGAACTATACAGTGCCAGGC 
GluLeuSerGlnArgCysGlyTrpSerProAlaGluGluLeuAsnTyrThrValProGly 

310 320 330 340 350 360 

I I I I I I 

CTGGGGCCCGCGGGCGAGGCCTTCCTTGGCCAGTGCAGGCGCTATGAAGTGGACTGGAAC 
LeuGlyProAlaGlyGluAlaPheLeuGlyGlnCysArgArgTyrGluValAspTrpAsn 

370 380 390 400 410 420 

I I I I I I 

CAGAGCGCCCTCAGCTGTGTAGACCCCCTGGCTAGCCTGGCCACCAACAGGAGCCACCTG 

GlnSerAlaLeuSerCysValAspProLeuAlaSerLeuAlaThrAsnArgSerHisLeu 

430 440 450 460 470 480 

I 1 I I I I 

CCGCTGGGTCCCTGCCAGGATGGCTGGGTGTATGACACGCCCGGCTCTTCCATCGTCACT 

ProLeuGlyProCysGlnAspGlyTrpValTyrAspThrProGlySerSerlleValThr 

490 500 510 520 530 540 

I I I I I I 

GAGTTCAACCTGGTGTGTGCTGACTCCTGGAAGCTGGACCTCTTTCAGTCCTGTTTGAAT 

GluPheAsnLeuValCysAlaAspSerTrpLysLeiiAspLeuPheGlnSerCysLeuAsn 

550 560 570 580 590 600 

I I I I I I 

GCGGGCTTCTTCTTTGGCTCTCTCGGTGTTGGCTACTTTGCAGACAGGTTTGGCCGTAAG 

AlaGlyPhePhePheGlySerLeuGlyValGlyTyrPheAlaAspArgPheGlyArgLys 
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Btia lZap. (Forts.) 



610 620 630 640 650 660 

I I I I I I 

CTGTGTCTCCTGGGAACTGTGCTGGTCAACGCGGTGTCGGGCGTGCTCATGGCCTTCTCG 
LeuCysLeuLeuGlyThrValLeuValAsnAlaValSerGlyValLeuMETAlaPheSer 

670 680 690 700 710 720 

I I I i I I 

CCCAACTACATGTCCATGCTGCTCTTCCGCCTGCTGCAGGGCCTGGTCAGCAAGGGCAAC 
ProAsnTyrMETSerMETLeuLeuPheArgLeuLeuGinGlyLeuValSerLysGlyAsn 

730 740 750 760 770 780 

I I I I I I 

TGGATGGCTGGCTACACCCTAATCACAGAATTTGTTGGCTCGGGCTCCAGAAGAACGGTG 
TrpMETAlaGlyTyrThrLeuIleThrGluPheValGlySerGlySerArgArgThrVal 

790 800 810 820 830 840 

i I I I I I 

GCGATCATGTACCAGATGGCCTTCACGGTGGGGCTGGTGGCGCTTACCGGGCTGGCCTAC 
AlalleMETTyrGlnMETAlaPheThrValGlyLeuValAlaLeuThrGlyLeiiAlaTyr 

850 860 870 880 890 900 

I I I I I I 

GCCCTGCCTCACTGGCGCTGGCTGCAGCTGGCAGTCTCCCTGCCCACCTTCCTCTTCCTG 
AlaLeuProHisTrpArgTrpLeuGlnLeuAlaValSerLeuProThrPheLeuPheLeu 

910 920 930 940 950 960 

I I I I I I 

CTCTACTACTGGTGTGTGCCGGAGTCCCCTCGGTGGCTGTTATCACAAAAAAGAAACACT 
LeuTyrTyrTrpCysValProGluSerProArgTrpLeuLeuSerGlnLysArgAsnThr 

970 980 990 1000 1010 1020 

1 I I I I I 

GAAGCAATAAAGATAATGGACCACATCGCTCAAAAGAATGGGAAGTTGCCTCCTGCTGAT 
GluAlalleLysIleMETAspHisIleAlaGlnLysAsnGlyLysLeuProProAlaAsp 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

I I I I I I 

TTAAAGATGCTTTCCCTCGAAGAGGATGTCACCGAAAAGCTGAGCCCTTCATTTGCAGAC 
LeuLysMETLeuSerLeuGluGlxiAspValThrGluLysLeuSerProSerPheAlaAsp 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

I I I I I I 

CTGTTCCGCACGCCGCGCCTGAGGAAGCGCACCTTCATCCTGATGTACCTGTGGTTCACG 

LeuPheArgThrProArgLeuArgLysArgThrPhelleLeuMETTyrLeuTrpPheThr 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

i I I I I I 

GACTCTGTGCTCTATCAGGGGCTCATCCTGCACATGGGCGCCACCAGCGGGAACCTCTAC 

AspSerVa ILeuTyrGl nG 1 y Leul 1 eLeiiHi sMETGl yAl aThrSerGl yAsnLeuTyr 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

I I I i I I 

CrGGATTTCCTTTACTCCGCTCTGGTCGAAATCCCGGGGGCCTTCATAGCCCTCATC 
LeuAspPheLeuTyrSerAlaLeuValGluIleProGlyAlaPhelleAlaLeuIleThr 
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1270 1280 1290 1300 1310 1320 

i i I I I I 

ATTGACCGCGTGGGCCGCATCTACCCCATGGCCGTGTCAAATTTGTTGGCGGGGGCAGCC 
IleAspArgValGlyArglleTyrProMETAlaValSerAsnLexiLetiAlaGlyAlaAla 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

I I I I I I 

TGCCTCGTCATTTTTATCTCACCTGACCTGCACTGGTTAAACATCATAATCATGTGTGTT 
CysLeuValllePhelleSerProAspLeuHisTrpLeuAsnllellelleMETCysVal 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

I I I I I I 

GGCCGAATGGGAATCACCATTGCAATACAAATGATCTGCCTGGTGAATGCTGAGCTGTAC 
GlyArgMETGlylleThrlleAlalleGlnMETIleCysLeuValAsnAlaGluLeuTyr 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 

I I I i I I 

CCCACATTCGTCAGGAACCTCAGAGTGATGGTGTGTTCCTCCCTGTGTGACATAGGTGGG 
ProThrPheValArgAsnLeuArgValMETValCysSerSerLeuCysAspIleGlyGly 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

I I I I I I 

ATAATCACCCCCTTCATAGTCTTCAGGCTGAGGGAGGTCTGGCAAGCCTTGCCCCTCATT 
IlelleThrProPhelleValPheArgLeuArgGluValTrpGlnAlaLeuProLeuIle 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 

I i 11 I I 

TTGTTTGCGGTGTTGGGCCTGCTTGCCGCGGGAGTGACGCTACTTCTTCCAGAGACCAAG 
LeuPheAlaValLeuGlyLeuLeuAlaAlaGlyValThrLeuLeuLeuProGluThrLys 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 

I I I I I I 

GGGGACGCTTTGCCAGAGACCATGAAGGACGCCGAGAACCTTGGGAGAAAAGCAAAGCCC 

GlyAspAlaLeuProGluThrMETLysAspAlaGluAsnLeuGlyArgLysAlaLysPro 

1690 1700 1710 1720 1730 1740 

I I I I I I 

AAAGAAAACACGATTTACCTTAAGGTCCAAACCTCAGAACCCTCGGGCACCTGAGAGAGA 
LysGluAsnThrlleTyrLeuLysValGlnThrSerGluProSerGlyThr 

1750 1760 1770 1780 1790 1800 

I I I I I I 

TGTTTTGCGGCGATGTCGTGTTGGAGGGATGAAGATGGAGTTATCCTCTGCAGAAATTCC 

1810 1820 1830 1840 1350 1860 

I I I I I I 

TAGACGCCTTCACTTCTCTGTATTCTTCCTCATACTTGCCTACCCCCAAATTAATATCAG 

1870 1880 

I I 
TCCTAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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10 20 30 40 50 60 

I I I I I I 

GGCCCTGCCCTGAAGGCTGGTCACTTGCAGAGGTAAACTCCCCTCTTTGACTTCTGGCCA 

70 80 90 100 110 120 

I I I.I 1 I 

GGGTTTGTGCTGAGCTGGCTGCAGCCGCTCTCAGCCTCGCTCCGGGCACGTCGGGCAGCC 

130 140 150 160 170 180 

I I I I I I 

TCGGGCCCTCCTGCCTGCAGGATCATGCCCACCACCGTGGACGATGTCCTGGAGCATGGA 

METProThrThrValAspAspValLeuGluHisGly 

190 200 210 220 230 240 

I I I I I I 

GGGGAGTTTCACTTTTTCCAGAAGCAAATGTTTTTCCTCTTGGCTCTGCTCTCGGCTACC 
GlyGluPheHisPhePheGlnLysGlnMETPhePheLeuLeuAlaLeuLeuSerAlaThr 

250 260 270 280 290 300 

I I I I I I 

TTCGCGCCCATCTACGTGGGCATCGTCTTCCTGGGCTTCACCCCTGACCACCGCTGCCGG 

PheAl aPr o 1 1 eTy r Va IG 1 y 1 1 e Va 1 PheLeuG 1 y PheThr Pr o AspHi s Ar gCy s Arg 

310 320 330 340 350 360 

III I I I 

AGCCCCGGAGTGGCCGAGCTGAGTCTGCGCTGCGGCTGGAGTCCTGCAGAGGAACTGAAC 

SerProGlyValAlaGluLeuSerLeuArgCysGlyTrpSerProAlaGluGluLeuAsn 
370 380 390 400 410 420 

I 11 I I I 

TACACGGTGCCGGGCCCAGGACCTGCGGGCGAAGCCTCCCCAAGACAGTGTAGGCGCTAC 
TyrThrValProGlyProGlyProAlaGlyGlxjAlaSerProArgGlnCysArgArgTyr 

430 440 450 460 470 480 

I i I I I I 

GAGGTGGACTGGAACCAGAGCACCTTTGACTGCGTGGACCCCCTGGCCAGCCTGGACACC 

GluValAspTrpAsnGlnSerThrPheAspCysValAspProLeuAlaSerLeiiAspThr 
490 500 510 520 530 540 

i I I.I I I 

AACAGGAGCCGCCTGCCACTGGGCCCCTGCCGGGACGGCTGGGTGTACGAGACGCCTGGC 
AsnArgSerArgLeuProLeuGlyProCysArgAspGlyTrpValTyrGluThrProGly 

550 560 570 580 590 600 

i I I i I I 

TCGTCCATCGTCACCGAGTTTAACCTGGTATGTGCCAACTCCTGGATGTTGGACCTATTC 
SerSerlleValThrGluPheAsnLeuValCysAlaAsnSerTrpMETLeuAspLeuPhe 
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610 620 630 640 650 660 

CAGTCATCAGTGAATGTAGGATTCTTTATTGGCTCTATGAGTATCGGCTACATAGCAGAC 
GlnSerSerValAsnValGlyPhePhelleGlySerMETSerlleGlyTyrlleAlaAsp 

670 680 690 700 710 720 

> I I I I I 

AGGTTTGGCCGTAAGCTCTGCCTCCTAACTACAGTCCTCATAAATGCTGCAGCTGGAGTT 
ArgPheGlyArgLysLeuCysLeuLeuThrThrValLeuIleAsnAlaAlaAlaGlyVal 

730 740 750 760 770 780 

I I I I I I 

CTCATGGCCATTTCCCCAACCTATACGTGGATGTTAATTTTTCGCTTAATCCAAGGACTG 
LeuMETAlalleSerProThrTyrThrTrpMETLeuIlePheArgLeuIleGlnGlyLeu 

790 800 810 820 830 840 

I I I I I I 

GTCAGCAAAGCAGGCTGGTTAATAGGCTACATCCTGATTACAGAATTTGTTGGGGGGAGA 
ValSerLysAlaGlyTrpLeuIleGlyTyrlleLeuIleThrGluPheValGlyGlyArg 

850 860 870 880 890 900 

I I I I I I 

TATCGGAGAACAGTGGGGATTTTTTACCAAGTTGCCTATACAGTTGGGCTCCTGGTGCTA 
TyrArgArgThrValGlyllePheTyrGlnValAlaTyrThrValGlyLeuLeuValLeu 

910 920 930 940 950 960 

I I I I I I 

GCTGGGGTGGCTTACGCACTTCCTCACTGGAGGTGGTTGCAGTTCACAGTTGCTCTGCCC 
AlaGlyValAlaTyrAlaLeuProHisTrpArgTrpLeuGlnPheThrValAlaLeuPro 

970 980 990 1000 1010 1020 

I I I I I I 

AACTTCTTCTTCTTGCTCTATTACTGGTGCATACCTGAGTCTCCCAGGTGGCTGATCTCC 

AsnPhePhePheLeuLeuTyrTyrTrpCysIleProGluSerProArgTrpLeuIleSer 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

I I I I I I 

CAGAATAAGAATGCTGAAGCCATGAGAATCATTAAGCACATCGCAAAGAAAAATGGAAAA 
GlnAsnLysAsnAlaGluAlaMETArgllelleLysHisIleAlaLysLysAsnGlyLys 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

I I I I I I 

TCTCTACCCGCCTCCCTTCAGCGCCTGAGACTTGAAGAGGAAACTGGCAAGAAATTGAAC 

SerLeuProAlaSerLeuGlnArgLe\xArgLeuGluGluGluThrGlyLysLysLeuAsn 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

I I I I I I 

CCTTCATTTCTTGACTTGGTCAGAACTCCTCAGATAAGGAAACATACTATGATATTGATG 
ProSerPheLeuAspLeuValArgThrProGlnlleArgLysHisThrMETIleLeuMET 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

I i I i t I 

TACAACTGGTTCACGAGCTCTGTGCTCTACCAGGGCCTCATCATGCACATGGGCCTTGCA 
TyrAsnTrpPheThrSerSerValLeuTyrGlnGlyLeuIleMETHisMETGlyLexiAla 
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1270 1280 1290 1300 1310 1320 

I I I I I I 

GGTGACAATATCTACCTGGATTTCTTCTACTCTGCCCTGGTTGAATTCCCAGCTGCCTTC 
GlyAspAsnlleTyrLeuAspPhePheTyrSerAlaLeuValGluPheProAlaAlaPhe 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

I i I I I I 

ATGATCATCCTCATTATCGACCGCATCGGACGCCGTTACCCTTGGGCTGCATCAAATATG 
METIlelleLeuIlelleAspArglleGlyArgArgTyrProTrpAlaAlaSerAsnMET 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

I I I I I I 

GTTGCAGGGGCAGCCTGTCTGGCCTCAGTTTTTATACCTGGTGATCTACAATGGCTAAAA 
ValAlaGlyAlaAlaCysLeuAlaSerValPhelleProGlyAspLeuGlnTrpLeuLys 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 

I till I 
ATTATTATCTCATGCTTGGGAAGAATGGGGATCACAATGGCCTATGAGATAGTCTGCCTG 
IlelielleSerCysLeuGlyArgMETGlylleThrMETAlaTyrGluIleValCysLeu 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

II I I I I 
GTCAATGCTGAGCTGTACCCCACATTCATTAGGAATCTTGGCGTCCACATCTGTTCCTCA 
VaLAsnAlaGluLeuTyrProThrPhelleArgAsnLeuGlyValHisIleCysSerSer 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 

I I I I I I 

ATGTGTGACATTGGTGGCATCATCACGCCATTCCTGGTCTACCGGCTCACTAACATCTGG 

METCysAspIleGlyGlyllelleThrProPheLeuValTyrArgLeuThrAsnlleTrp 
1630 1640 1650 1660 1670 1680 

I I I III 

CTTGAGCTCCCGCTGATGGTTTTCGGCGTACTTGGCTTGGTTGCTGGAGGTCTGGTGCTG 
LeuGluLeuProLeuMETValPheGlyValLeuGlyLeuValAlaGlyGlyLeuValLeu 

1690 1700 1710 1720 1730 1740 

I I I I I I 

TTGCTTCCAGAAACTAAAGGGAAAGCTTTGCCTGAGACCATCGAGGAAGCCGAAAATATG 
LeuLeuProGluThrLysGlyLysAlaLeuProGluThrlleGluGluAlaGluAsnMET 

1750 1760 1770 1780 1790 1800 

! ! ! I I ! 

CAAAGACCAAGAAAAAATAAAGAAAAGATGATTTACCTCCAAGTTCAGAAACTAGACATT 
GlnArgPro!?^gLysAsnLysGluLysMETIleTyrLeuGlnValGlnLysLeuAspIle 

1810 1820 1830 1840 1850 1860 

I t I I t I 

• • • • • • 

CCATTGAACTAAGAAGAGAGACCGTTGCTGCTGTCATGACCTAGCTTTATGGCAGCAAGA 
ProLeuAsn 

1870 1880 1890 

I t I 

• • • 

CCAAAAGTAGAAATCCCTGCACTCATCACAAAGCCC 
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fur die Entwicklung von neuen Medikamenten von gro- 
Ber Bedeutung sind. 



CO 

< 

CO 
lO 

a> 
a> 

CD 

o 

Q. 

Ul 



1 GCACGCCTGGCTAAACTGGTGAGGGCCCTACCCAG CCATGCCCACCGTGC ATGATGTCCT 

MetProThrValAspAspVall^u 

61 GGAGCAAGTTGGAGAGTTTGGCTGGTTCCAGAAACAAGCCTTCCTCTTGCTATXKXr^ 

9 GluGlnValGlyGluPheGlyTrpPheGlnLys GlnAlaPheLeuLeuLeuCysLeuIle 

121 cix:agcttctttagctcccatctatgtgggcatcx:tcttcctgggcttcacccc^^ 

29 SerAlaSerLeuAlaProIleTyrValGlylleValPheLeuGIyPheThrProG lyHis 

1 a L TTAPTCCCAG AATCCTGGGGTGGCTGAGCIVSAGCCAGCGGTGTCGCTGGAGCCA 

49 TyrCysGlnAsnProGlyValAlaGluLeuSerGlnArgCysGlyTrpSerGlnAlaGIu 

24 1 GGAGCTGAJWrrACACTGTGCCGGGCCTGGGACCTTCGGACGAGGCCTCCriTC^^ 

69 GluL.euAsnTyrThrValProGlyI^ucXyProSerAspGluAlaSerPneLeuserGXn 

301 GTGCATGAGGTATGAGGTGGACTGGAACCAGAGCACCCTTGACTGTGTGGACCCAC^ 

a 9 cysH6l:ArqTy rG 1 u Val As pTrpAs nC 1 nSerTh rLeuAspCys Va 1 A spProLe uSer 

3 61 CAGCCTGCTTCCCAACAGGAGTCAGTTGCCATTCCCCCCCTCCGAGCATGGCI^CCTATA 

109 serX^uValAlaA^nArgSerGlnLeuProLeuClyProCysGluHlsGlyTrpValTyr 

421 CGACACTCCCGGCTCCTKlCATCGTCACTGAGTTrAACCTGGTGTCrKWAGACfiCCT^^ 

129 AsprnrProciySerSerlleValThrGIuPheAsnLeuValCysGlyAspAlaTrpLys 

149 ValAspt^uPlieGln ScrCysValAsnLeuGlyPhePheLauGlySerLeuValValCly 

169 Tyr I leA 1 aAspAr g PheGl yXrqLy sLeuCy sLeuLeuVa IThrThrLeoVa ITh rSa r 
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